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ÚVOD 
 Enterokoky patria medzi ubiquitné mikroorganizmy. Za 
ich prirodzené miesto výskytu sa najčastejńie označuje 
trËviaci trakt cicavcov (Franz et al., 1999; Ortigosa et al., 
2008). Prítomnosť enterokokov v mlieku a mliečnych 
výrobkov sa spËja predovńetkým s nedodrņaním 
hygienických a sanitačných zËsad pri 
získavaní, manipulËcii s mliekom a pri jeho spracovaní 
(Cogan et al., 2001). Do surového mlieka sa môņu dostať 
z viacerých zdrojov primËrnej alebo sekundËrnej 
kontaminËcie. Zdrojom kontaminËcie mlieka enterokokmi 
môņe byť povrch vemena, krmivo, výkaly, voda, prach ale 
aj ruky a odev dojičov. Ďalńí zdroj predstavujú plochy 
zariadení a nËstrojov pouņívaných v prvovýrobe mlieka 
alebo v spracovateľskom zËvode. Greifová et al. (2003) 
uvËdzajú, ņe enterokoky sa pravidelne  nachËdzajú 
v dojacích strojoch alebo na inom nËradí a zariadení. 
Priemerné zastúpenie enterokokov v surovom mlieku je 
v rozpätí 0-50 % z celkovej mikroflóry mlieka, pričom 
medzi prevlËdajúcimi druhmi enterokokov v kravských 
výkaloch a v surovom kravskom mlieku nie je ņiadna 
spojitosť (Görner a Valík, 2004). Tieņ výsledky iných 
autorov (Gelsomino et al., 2002; Kagkli et al., 2007) 
potvrdzujú, ņe ich prítomnosť sa nie vņdy spËja s fekËlnou 
kontaminËciou. Vďaka ich psychrotrofnému charakteru, 
termorezistencii a schopnosti preņívať v rôznych 
substrËtoch a podmienkach, sa môņe počet enterokokov 
v mlieku počas jeho chladenia, skladovania a prepravy 
zvýńiť a taktieņ môņu preņiť pasterizačnú teplotu. PrËve 
preto sa enterokoky stËvajú súčasťou mikroflóry nielen 
surového ale aj pasterizovaného mlieka (Giraffa, 2003). 
Počty enterokokov, tak ako aj iných mikroorganizmov 
v surovom mlieku, kolíńu aj v zËvislosti od teploty a doby 
skladovania mlieka (Panfili et al., 2008). Na zËklade 
dosiahnutých výsledkov Riboldi et al. (2009) konńtatovali, 
ņe enterokoky môņu preņívať teploty pasterizËcie. Ako 
najviac zastúpeným druhom v pasterizovanom mlieku 
zistili E. faecium (26 %). Termorezistenciu niektorých 
druhov enterokokov dokazujú aj výsledky autorov Batish 
et al. (2006), ktorí zistili, ņe z celkovo 224 izolËtov 
deoxyribonukleËza pozitívnych enterokokov 21,9 % 
preņilo teplotu pasterizËcie. Takéto enterokoky (n=37) sa 
izolovali z odtučneného suńeného mlieka, dojčenských 
mliečnych výrobkov a zo sladeného kondenzovaného 
mlieka. Ako dominantné termorezistentné druhy 
identifikovali E. faecalis, E. faecium a E. faecalis var. 
zymogenes. Z doposiaľ publikovaných výsledkov vyplýva, 
ņe pre mliekarenský priemysel tvoria druhy E. faecalis a  
E. faecium najvýznamnejńie  druhy enterokokov (Zago et 
al., 2009). 
 Nebezpečenstvo enterokokov spočíva v ich patogenite, 
ktorË je danË rezistenciou k ńirokému spektru antibiotík a 
ďalńími faktormi virulencie, a zËroveņ schopnosťou 
preņívať nepriaznivé podmienky prostredia (Foulquie 
Moreno et al., 2006). Okrem prirodzenej rezistencie na 
niekoľko antibiotík je pre enterokoky charakteristickË aj 
ich jedinečnË schopnosť výmeny genetického materiËlu, 
čím si dokËņu získať rezistenciu voči viacerým 
antibiotikËm ako sú aminoglykozidy  (gentamicín, 
streptomycín), glykopeptidy (vankomycín a teikoplanín), 
tetracyklíny (tetracyklín), makrolidy (erytromycín), 
chloramfenikol (Huys et al., 2004). ZËstupcovia rodu 
Enterococcus sa z pohľadu antimikrobiËlnej rezistencie 
stali významnou skupinou mikroorganizmov 
predovńetkým preto, ņe sa stali ubiqitËrne rozńírenými 
baktériami v okolitom prostredí (Fracalanzza et al., 
2007). ZËujem sa zvýńil predovńetkým o vankomycín 
rezistentné enterokoky spôsobujúce zËvaņné zdravotné 
problémy nielen v USA, ale taktieņ v Európe a prvé kmene 
sa dokËzali uņ aj na Slovensku (Jarčuška et al., 2006).      
 Zdrojom  enterokokov rezistentných na antibiotikË môņe 
byť aj surové mlieko. Šustáčková et al. (2003) zistili 
u izolËtov druhu E. faecalis pochËdzajúcich z mlieka 
prevlËdajúcu rezistenciu na tetracyklín, streptomycín 
a chloramfenikol, zatiaľ čo izolËty druhu E. faecium mali 
rezistenciu na erytromycín. Rezistenciu na vankomycín na 
intermediËlnej úrovni (MIC=8 μg.ml-1) zistili iba 
u jedného izolËtu E. faecalis a jedného izolËtu E. faecium. 
Gomes et al. (2008) najčastejńie z mlieka izolovali druh  
E. faecalis. V porovnaní s izolËtmi druhu E. faecium 
u izolËtov druhu E. faecalis zistili častejńie výskyt 
rezistencie na tetracyklín, erytromycín a gentamicín. 
Prítomnosť enterokokov s klinicky významnou 
rezistenciou na antibiotikË preto indikuje potrebu 
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efektívnej stratégie kontroly na zníņenie kontaminËcie 
týmito mikroorganizmami v potravinËch ņivočíńneho 
pôvodu, ktoré môņu predstavovať ich potenciËlny 
rezervoËr a byť tak príčinou zdravotných problémov 
(Fracalanzza et al., 2007).  
 Cieľom prËce bolo kvantifikovať enterokoky prítomné v 
kravskom mlieku, identifikovať ich pomocou 
biochemických a molekulËrnych metód, sledovať ich 
termorezistenciu a stanoviť rezistenciu voči vybraným 
druhom antibiotík pouņívaných v liečbe ľudí. 
 
MATERIÁL A METODIKA 
Vzorky surového mlieka sa odoberali z cisterien zvozných 
vozidiel (n=18) a zo zËsobných tankov (n =18). Vzorky 
mlieka sa odobrali taktieņ po pasterizËcii mlieka (n=18). 
Odobraté vzorky sa nËsledne vyńetrili ńtandardnou 
kultivačnou metódou. Celkový počet mezofilných 
mikroorganizmov (CPM) sa stanovil pri teplote 30 ± 1°C 
po 72 ± 2 hodinËch kultivËcie na GTK agare (HiMedia 
Laboratories, India). Počet psychrotrofných 
mikroorganizmov (CPP) sa stanovil po 10 dņovej 
kultivËcii pri teplote 6,5 ± 1°C na GTK agare (HiMedia 
Laboratories, India) s prídavkom suńeného odstredeného 
mlieka. Počet enterokokov (CPE) sa zistil na selektívnom 
diagnostickom médiu Slanetz-Bartley (Biokar Diagnostic, 
Francúzsko) kultivËciou pri teplote 37  ± 1°C po 48 ± 2 
hodinËch kultivËcie. Počty jednotlivých sledovaných 
skupín mikroorganizmov sa vyjadrili ako geometrický 
priemer. 
   Suspektné kolónie enterokokov vyrastených na Slanetz – 
Bartley agare sa podrobili rodovému potvrdeniu rastom na 
selektívnom  ņlč-eskulín-azidovom médiu (Biokar 
Diagnostic, Francúzsko) po 24 hodinËch kultivËcie pri 
teplote 37 ± 1°C, negatívnym katalËzovým a pozitívnym 
PYRA – testom (Lachema, ČeskË republika). Uskutočnilo 
sa potvrdenie prísluńnosti ku G+ baktériam. Potvrdené 
kmene sa druhovo identifikovali pomocou komerčného 
EN-COCCUS testu (Lachema, ČeskË republika). IzolËty 
enterokokov identifikované pomocou EN-COCCUS testu 
(Lachema, ČR) ako druh E. faecalis sa podrobili 
potvrdeniu pomocou PCR metódy s poņitím nasledovnej 
sekvencie primerov – For: ATC AAG TAC AGT TAG 
TCT, Rev: ACG ATT GAA AGC TAA CTG (941bp). 
Z čistej 24 hodinovej kultúry sa pomocou komerčného kitu 
InstaGene matrixu (BioRad, USA) pripravil lyzËt z ktorého 
sa 5µl pridalo do 20µl mixu pripraveného z: 2,5µl 10 x 
PCR buffer (Fermentas, Germany), 0,5µl 10mM dNTP set 
(Fermentas, Germany), 2,5µl MgCl2 (Fermentas, 
Germany), 0,2µl Taq polymerËzy (Fermentas, Germany) 
a 0,5µl z kaņdého 10pmol/µl primeru (Fermentas, 
Germany). Teplotný profil sa nastavil podľa Kariyama et 
al. (2000). ElektroforetickË separËcia DNA fragmentov sa 
uskutočnila v 2 % agarózovom géli pri 200 V, 180 mA, 15 
min. 
   Identifikované kmene rodu Enterococcus sp. sa podrobili 
hodnoteniu rezistencie na antibiotikË diskovou difúznou 
metódou na Mueller Hinton agare (HiMedia Laboratories, 
India) s pouņitím nasledovných antibiotických diskov 
a koncentrËciou: Ampicilín 10 mcg/disk, Erytromycín 15 
mcg/disk,  Tetracyklín 30 mcg/disk, Teikoplanin 30 
mcg/disk, Gentamicin 10 mcg/disk a Vankomycín 30 
mcg/disk (HiMedia Laboratories, India). Zaradenie 
jednotlivých kmeņov medzi rezistentné, stredne rezistentné 
a citlivé sa uskutočnilo podľa kritérií CLSI (2006). 
VÝSLEDKY A DISKUSIA 
 Priemerné počty sledovaných skupín mikroorganizmov 
v surovom a pasterizovanom mlieku sú uvedené v tabuľke 
1. Počet enterokokov stanovený v cisternových vzorkËch 
mlieka sa pohyboval v rozmedzí od 1,3.103 do 2,9.104 
KTJ.ml-1 a vo vzorkËch zo zËsobného tanku v 
rozmedzí od 2,1.10
3
 do 3,2.104 KTJ.ml-1. 
 Počty sledovaných skupín mikroorganizmov sa 
v surovom mlieku počas skladovania zvyńovali. 
 Görner a Valík (2004) zistili v surovom kravskom 
mlieku počty enterokokov v rozmedzí 1,0.104 – 5,0.104 
KTJ.ml-1. Panfili et al. (2008) sledovali počty enterokokov 
pri skladovaní mlieka pri teplote 4 °C a nËsledne pri 
teplote 22 °C. Z ich výsledkov vyplýva pomerne 
konńtantný počet enterokokov pri niņńej teplote, kým pri 
teplote 22 °C sa ich počty zvyńovali. Na porovnanie, počet 
enterokokov v sledovaných vzorkËch mlieka 
pochËdzajúcich zo zËsobného tanku sa zvýńil uņ pri teplote 
skladovania od 6°C do 10°C. Viacerí autory (Sorqvist, 
2003; Görner a Valík, 2004; Fracalanzza et al., 2007; 
Riboldi et al., 2009) uvËdzajú tieņ prítomnosť 
enterokokov v pasterizovanom mlieku. V nami odobratých 
vzorkËch pasterizovaného mlieka (ńetrnË pasterizËcia) sa 
prítomnosť enterokokov nepotvrdila.  
 Kučerová et al. (2009) sledovali prítomnosť a vlastnosti 
enterokokov v mlieku a mliečnych výrobkoch. Zistili 
nasledovné počty enterokokov: v surovom mlieku (n=6) 
103 - 105 KTJ.ml-1, v čerstvých syroch (n=5) 102 - 106 
KTJ.g-1 a v polotučných syroch (n=5) 103-105 KTJ.g-1. 
Z týchto izolovaných enterokokov identifikovali druhy  
E. faecalis a E. faecium. Z dostupných publikovaných 
výsledkov vyplýva, ņe v mliečnych výrobkoch sa 
najčastejńie vyskytujú druhy E. faecalis a E. faecium 
(Zago et al., 2009).  V nańich vzorkËch mlieka odobratých 
z cisterny a zËsobného tanku sa identifikovali druhy  
E. faecalis, E. faecium, Enterococcus group III., E. 
mundtii a E. casseliflavus. IdentifikËcia izolËtov druhu E. 
Tabuľka 1: Priemerné počty sledovaných skupín mikroorganizmov (CFU.ml-1) v surovom a pasterizovanom mlieku 
Sledovaná 
skupina 
Priemerné počty sledovaných mikroorganizmov v CFU.ml
-1 
Cisternové vzorky  
(4-6 °C) 
Vzorky zo  
zásobného tanku (6-10 °C) 
Vzorky pasterizovaného 
mlieka 
CPM 1,87. 106 2,47. 106 7,40.101 
CPP 1,51. 106 1,97. 106 1,60.101 
CPE 8,30. 103 9,70. 103 < 1.101 
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faecalis pomocou PCR metódy je znËzornenË na obrËzku 
1. 
Druhové zastúpenie izolovaných kmeņov enterokokov 
(n=46) zo surového kravského mlieka je znËzornené na 
obrËzku 2. IzolËty druhu E. faecalis tvorili dominantnú 
časť vo vyńetrovaných vzorkËch surového mlieka 
z cisterny ako aj zo zËsobného tanku. Tento druh podľa 
viacerých autorov (Teixeira et al., 2005; Gomes et al., 
2008) sa najčastejńie izoluje z mliekarenských zariadení a 
mlieka.  
 Citak et al. (2005) izolovali zo surového mlieka celkovo 
177 izolËtov, ktoré nËsledne identifikovali pomocou API 
20 Strep systému a biochemických testov. Podľa nich sa 
v mlieku najčastejńie vyskytovali druhy E. faecalis a E. 
faecium. Priamo zo surového mlieka alebo mliečnych 
výrobkov izolovali aj druhy E. durans, E. italicus a  
E. malodoratus (Fortina et al., 2004). Na porovnanie 
Franz et al. (1999) z mliečnych výrobkov izolovali najmä 
druhy E. faecalis a E. casseliflavus. Citak et al. (2006) 
uvËdzajú ako najviac zastúpený druh v kravskom mlieku 
E. faecalis (54,2 %), nasledovaný druhom  
E. faecium (29 %), E. durans  (6,2 %), E. hirae (5 %) a  
E. gallinarum (3 %).  
 Identifikované enterokoky, ktoré sa izolovali zo surového 
mlieka sa nËsledne vyńetrili na rezistenciu voči 
antibiotikËm: erytromycín, vankomycín, ampicilín, 
tetracyklín, teikoplanín a gentamicín. Testované kmene 
enterokokov preukËzali najvyńńiu citlivosť na teikoplanín   
(97,9 %). IzolËty testovaných kmeņov enterokokov 
preukËzali najvyńńiu rezistenciu na tetracyklín. Tieto 
 
 
Obrázok 1: Potvrdenie druhu E. faecalis u 7 izolËtov enterokokov pomocou PCR metódy 100bp DNA marker 
(Fermentas, Germany), E. faecalis CCM 4224, amplifikované produkty DNA izolËtov E. faecalis (941bp). 
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izolËty (n=7) sa pomocou biochemických testov a PCR 
analýzou identifikovali ako druh E. faecalis. IzolËty druhu 
E. faecalis mali taktieņ rezistenciu aj na ostatné druhy 
antibiotík. Jeden izolËt druhu E. faecium, preukËzal 
antibiotickú rezistenciu len na ampicilín. 
Citak et al. (2006) vo vzorkËch surového mlieka zistili 
vysokú rezistenciu u enterokokov na erytromycín (95 %) 
a streptomycín (97 %). Valenzuela  et al. (2008) taktieņ 
zistili ako najčastejńí druh rezistentný na antibiotikË 
izolovaný z mlieka a syrov E. faecalis. Rezistenciu 
potvrdili predovńetkým na rifampicín (8/9), na 
ciprofloxacín (6/9), levofloxacín (6/9), quinupristín 
/dalfopristín (6/9) a erytromycín (5/9). Nasledovala 
rezistencia na tetracyklín (4/9), nitrofurantoín (2/9), 
vankomycín (1/9) a streptomycin (2/9). Zistili vysoký 
počet izolËtov E. faecium rezistentných na nitrofurantoín 
(12/16), ciprofloxacín (12/16), rifampicín (11/16) a 
levofloxacín (8/16). Nasledovala rezistencia na 
erytromycín (4/16), vankomycín (2/16), teikoplanín (2/16), 
quinupristín/dalfopristín (2/16), tetracyklín (1/16) a 
streptomycín (2/16). Medzi izolËtmi oboch druhov nezistili 
rezistenciu na ampicilín, penicilín, chloramfenikol a 
gentamicín. Gomes et al. (2008) pri hodnotení brazílskych 
syrov zistili väčńiu rezistenciu na antibiotikË u izolËtov 
druhu E. faecalis v porovnaní s E. faecium. U izolËtov 
druhu E. faecalis zistili 31 % rezistentných na tetracyklín, 
10 % na erythromycín a 22,5 % na gentamicín. Ako multi-
rezistentné (gentamicín, erytromycín a tetracyklín) 
stanovili 3 izolËty E. faecalis. Taktieņ zistili 3 vankomycín 
rezistentné izolËty, ale zËroveņ citlivé na ostatné testované 
antibiotikË. Rezistenciu druhu E. faecium zistili na 
antibiotikË tetracyklín (6,5 % izolËtov) a  na erytromycín 
(9 %). Výsledky Valenzuela  et al. (2009) dokËzali 
vysoký počet kmeņov enterokokov rezistentných na 
rifampicín, ciprofloxacín, levofloxacín, tetracyklín a 
erytromycín. UvËdzajú, ņe niekoľko izolËtov E. faecalis a 
E. faecium prejavilo rezistenciu na vńetky testované 
antibiotikË  okrem vankomycínu. Citak et al. (2004) 
sledovali rezistenciu enterokokov voči 13 rôznym 
antibiotikËm, pričom u väčńiny izolovaných enterokokov 
zistili rezistenciu na streptomycín, erytromycín, oxacillín 
a vankomycín. Na vankomycín zistili 96,8 % rezistentných 
izolËtov E. faecalis a 7 % rezistentných izolËtov  
E. faecium. 
 Nańe výsledky potvrdili, ņe rezistencia na antibiotikË 
ampicilín, tetracyklín, erytromycín, gentamicín sa častejńie 
vyskytovala u izolËtov druhu E. faecalis v porovnaní 
s druhom E. faecium. NedokËzala sa rezistencia izolËtov 
druhu E. faecalis na teikoplanín. Vyńńia variabilita 
antibiotickej rezistencie u E. faecalis môņe byť spôsobenË 
lepńou schopnosťou výmeny genetického materiËlu druhu 
E. faecalis v porovnaní s inými druhmi enterokokov 
(Gomes et al., 2008). 
 
ZÁVER 
 Výsledky prËce potvrdili, ņe enterokoky patria k beņným 
kontaminantom surového mlieka, pričom ich virulencia 
a antibiotickË rezistencia predstavuje negatívny aspekt ich 
výskytu v mlieku. Na zËklade uvedených výsledkov 
moņno tieņ konńtatovať, ņe jednotlivé kmene enterokokov 
prejavili rôznu antibiotickú rezistenciu k sledovaným 
antibiotikËm. Prítomnosť enterokokov s klinicky 
významnou rezistenciou na antibiotikË preto indikuje 
potrebu efektívnej stratégie kontroly na zníņenie 
kontaminËcie týmito mikroorganizmami v potravinËch 
ņivočíńneho pôvodu, ktoré môņu predstavovať ich 
potenciËlny rezervoËr a byť tak príčinou zdravotných 
problémov. Vzhľadom k znËmej schopnosti enterokokov 
odolËvať pôsobeniu nepriaznivých vonkajńích podmienok 
je potrebné nepodceņovať a dodrņiavať vńetky zËsady 
hygieny a sanitËcie pri získavaní a spracovaní mlieka a tak 
obmedziť ńírenie enterokokov do potravového reťazca aj 
vzhľadom v poslednom období často dokazovanej 
rezistencii na antibiotikË.  
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